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論文内容の要旨
(目的)
肺癌，特に小細胞肺癌は，初期の化学療法や放射線療法に比較的よく反応するものの，徐々に治療抵抗性や悪性度
を増し，再度の治療にもかかわらず患者を死に至らしめる悪性腫蕩である。この治療抵抗性や悪性度獲得のメカニズ
ムを解明することは，肺癌を治療する上で，特に重要な事と考える。肺癌に広く共通してみられる異常として ， myc 族，
ras 族等の癌遺伝子の活性化に加え，染色体 3 番短腕の欠失や，癌抑制遺伝子である P53 ， Rb 等の不活化が知られて
いる。しかし，これらの変化はすでに早期肺癌や前癌状態でも認められることより，癌の発生に関与し，後天的に獲
得する治療抵抗性や悪性度とは直接関わりが少ないと想像される。そこで，早期肺癌と進行性肺癌のゲノム DNA の変
化を比較し，進行性肺癌でより高頻度に変化のみられる領域を同定し，治療抵抗性や悪性度獲得に関与する遺伝子を
単離する事を試みた。
(方法ならびに成績)
1. DNA 多型マーカーを用いた LOH (loss of heterozygosity) 法により多数の肺癌症例における染色体欠失を検索
した。その結果，染色体 5 番長腕の欠失が，早期肺癌に比べ進行肺癌において，より高頻度に認められた。多数の
肺癌症例を用いた欠失地図の作成により，共通欠失領域は染色体 5 番長腕上21-22 (5q21-22) の領域と考えられた。
すなわち同部位に，肺癌の治療抵抗性や悪性度獲得に関与する遺伝子の存在が示唆された。
2. 肺癌症例において最も高頻度に欠失の見られた DNA 多型マーカー， D5S81 の一部の塩基配列を決定し，プライマ
ー設定後， PCR 法により 5q21-22に存在する人工酵母染色体 (YAC) を単離した。得られた YAC の両端の塩基配列
より，さらに他の YAC を単離するという染色体歩行を繰り返し， 5q21-22の共通欠失領域を含む約8Mb のゲノム
DNA を， 11個の YAC クローンでカバーした。また一部の YAC よりコスミドライブラリーを作成し， 6 個のコス
ミドコンティグを作成した。これらを用い，ノーザンプロット法，エクソントラッピング法，ズープロット法，ダ
イレクトセレクション法，そして DNA データーベースの検索により同部位より 35個のエクソン様断片を単離した。
これらの断片を用い，数種の cDNA ライブラリーをスクリーニングしたところ，計14種の cDNA が単離された。そ
れぞれの部分的塩基配列より， 2 種類は既知の遺伝子， 12種は新しい遺伝子と考えられた。
3. 既知の遺伝子は geranylgeranyl transferase 1 と， cysteine dioxygenase 1 であった。 geranylgeranyl transferase 
I は， Ras と措抗すると考えられている Krev-1のシグナル伝達に必要な酵素である。すなわち，この酵素の発現が
低下すると， Ras のシグナル伝達の抑制がはずれる可能性があると考えられた。
4 .未知の12種の cDNA のうち 2 種類は， 28S rRNA gene および， semaphorin CD100をはじめとする semaphorin
family と部分的に相向性を示した。既知の semaphorin family に属する遺伝子のうち， semaphorin IV , V は肺癌
で高頻度に欠失している 3p21.3領域より単離された遺伝子で，候補癌抑制遺伝子の 1 っと考えられている。他の10種
類の cDNA においては，既知の遺伝子との明らかな相向性を認めなかった。
5. また，すでに5q21-22に存在すると考えられている遺伝子のうち， APC, MCC, FER , U2AF1-RS1 の 4 種は，我々
が作成した YAC コンティグ内にマップされた。 APC 遺伝子は，家族性大腸ポリポーシスの原因遺伝子で，大腸癌
や胃癌， n草癌において異常が見られるが，現在までの報告では，肺癌での異常は見つかっていない。 U2AF1-RS1 は
ゲノム刷り込み遺伝子である。肺癌において，すでにゲノム刷り込み遺伝子である insulin like growth factor II や，
H19の異常が報告されており，肺癌の発生，進展にゲノム刷り込み遺伝子の異常が関与している可能性がある。
(総括)
染色体5q21-22領域に肺癌の悪性度，治療抵抗性に関与する癌抑制遺伝子の存在が示唆された。進行性肺癌における
5q21-22の共通欠失領域は約6-8Mb と考えられ，この部位を 11個の YAC クローンにてすべてカバーした。また，この
領域より 14種の cDNA が単離された。
論文審査の結果の要旨
この研究は，肺癌の治療抵抗性や悪性度獲得に関与する遺伝子の単離を目的としたものである。まず，早期肺癌と
進行性肺癌とのゲノム DNA の変化を比較することにより，染色体 5 番長腕 (5q) の欠失が早期肺癌に比べ進行性肺癌
で高頻度に認められることを示した。多数の肺癌症例を用いた欠失地図の作成により共通欠失領域は5q21-22 と考えら
れ，同部に肺癌の治療抵抗性や悪性度獲得に関与する遺伝子の存在する可能性を示した。さらにこの領域を11個の人工
酵母染色体 (YAC) でカバーした。ここより，エクソントラッピング法，ズープロット法などを用し，14種類の cDNA
を単離した。またすでに5q21-22領域に存在の確認されている APC， MCC, FER , U2AF1-RS1 も今回作成された YAC
コンティグ内にマップされることを示した。これらの cDNA のうちの一部は，想像される機能より候補癌抑制遺伝子
であると考えられた。以上のことより本研究は学位に値すると思われる。
